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Resumo 
 
Introdução. O fator estimulante de colônia de granulócitos (G-CSF) é uma citocina 
hematopoiética capaz de estimular a proliferação, diferenciação, maturação e 
sobrevivência de células da linhagem granulocítica. Recentemente G-CSF tem sido 
usado na terapia de várias doenças por sua capacidade de estimular a mobilização 
de células tronco da medula óssea para tecidos não-hematopoiéticos. Além disso, 
G-CSF exerce efeitos anti-apoptóticos e pró-angiogênicos. No entanto, poucos 
estudos relatam a influência de diferenças sexuais sobre os efeitos desta citocina.  
Objetivos. Nosso objetivo foi comparar os efeitos de G-CSF sobre a mobilização de 
leucócitos em ratos machos e fêmeas e investigar a influência da castração neste 
processo. Metodologia. Ratos Wistar machos e fêmeas (12 a 14 semanas de idade) 
receberam dose única de G-CSF (50µg/kg, sc) ou placebo e a contagem de 
leucócitos foi realizada antes (basal), 3, 6, 12, 18 e 24h após. Outro grupo recebeu a 
mesma dose de G-CSF durante sete dias e a contagem foi realizada no mesmo 
período após a última dose. Para avaliar a resposta ao G-CSF após o infarto do 
miocárdio, os animais (infartados ou sham) receberam a mesma dose de G-CSF ou 
placebo trinta minutos após o infarto e a contagem foi realizada 12h após. Para 
verificar possíveis influências hormonais, machos e fêmeas com 3 semanas de 
idade foram castrados e após 4 semanas, foram tratados com G-CSF para 
determinar a cinética da mobilização de leucócitos. Resultados. A contagem de 
leucócitos foi significativamente maior em machos 6, 12, 18 e 24h após dose única 
de G-CSF, atingindo o pico com 12h. O número de neutrófilos circulantes também foi 
maior em machos. Após sete doses diárias, a contagem de leucócitos foi maior em 
machos, 12h após a última dose. Após o infarto do miocárdio, a mesma diferença foi 
encontrada. Surpreendentemente, nos animais castrados, a contagem de leucócitos 
também foi maior em machos, 12h após a dose. No entanto, o número de neutrófilos 
circulantes foi reduzido. Conclusão: A mobilização de leucócitos induzida por G-
CSF foi maior e mais rápida em machos e a castração não influenciou o dimorfismo 
sexual observado no efeito desta citocina. 
 
Palavras-chave: G-CSF, leucócitos, diferenças sexuais 
Abstract 
 
Background. The granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is a hematopoietic 
cytokine able to stimulate the proliferation, differentiation, maturation and survival of 
the cell granulocytic lineage. Recently G-CSF has been used in the therapy of 
several diseases by its capacity to stimulate the mobilization of bone marrow stem 
cells to peripheral tissues. Furthermore, G-CSF exerts also anti-apoptotic and pro-
angiogenic effects. However, few studies reported the influence of sex differences on 
the effects of this cytokine. Aims. Our purpose was to compare the effects G-CSF 
dependent leukocyte mobilization on male and female rats and to further investigate 
the influence of castration on this process. Methods: Male and female Wistar rats (12 
to 14 weeks old) received single dose of G-CSF (50µg/kg, sc), or vehicle and total 
leukocyte count was performed before (baseline), 3, 6, 12, 18 and 24h later on. 
Another group received the same G-CSF dose for 7 days and the count was 
performed in the same period after the last dose. To evaluate the response to the G-
CSF after myocardial infarction, animals (infarcted or sham) received the same dose 
of G-CSF or vehicle 30 min after acute myocardial infarction and count was 
performed 12h later. To verify influences of sex hormones, 3 weeks old male and 
female rats were castrated and 4 weeks later were treated with G-CSF to determine 
kinetic of leukocyte mobilization. Results. The leukocyte count was significantly 
higher in males 6, 12, 18 and 24h after a single dose of G-CSF, reaching the peak 
with 12h. The number of circulating neutrophils was also higher in males. After seven 
daily doses, the count was also higher in males, 12h after the last dose. After 
myocardial infarction, the same difference was found. Surprisingly, in castrated 
animals, the leukocyte count was also higher in males, 12h after the dose. However, 
the count of circulating neutrophils was reduced. Conclusions. G-CSF-induced 
leukocyte mobilization was higher and faster in male rats and castration did not 
influence the sex dimorphism observed in the effect of this citokyne.  
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MAPK:       Proteína quinase ativada por mitógeno 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 A hematopoiese consiste na cascata de geração de células maduras do 
sangue e representa o resultado cumulativo de cascatas de transdução de sinais 
reguladas intrinsecamente, as quais são mediadas por citocinas e seus respectivos 
receptores. A integração dessas vias sinalizadoras forma a base de uma geração 
organizada de diferentes tipos de células. 
 As células sanguíneas se originam de uma população auto-renovável de 
células tronco hematopoiéticas multipotentes que se tornam comprometidas com a 
diferenciação das linhagens eritróide, megacariocítica, granulocítica, monocítica e 
linfocítica. Contudo, os mecanismos precisos envolvidos na produção coordenada 
dos diferentes tipos de células sanguíneas e a regulação de eventos cruciais 
relacionados ao comprometimento com a diferenciação e maturação celular ainda 
são pouco conhecidos (Rane & Reddy, 2002). 
A proliferação e a diferenciação de células hematopoiéticas são controladas 
por uma família de polipeptídeos solúveis, denominados citocinas, que incluem as 
interleucinas, os interferons, os fatores estimulantes de colônias e eritropoietina 
(Metcalf, 1989; Kishimoto et al, 1994). 
Durante a divisão celular, as células progenitoras têm a opção de auto-
renovação, que é a replicação sem comprometimento para a formação de uma 
progênie diferenciada. Esta auto-renovação pode ser suprimida e o 
comprometimento com a diferenciação pode ser induzido por citocinas (Lord et al, 
1991).  
Uma citocina em particular pode exibir uma ampla variedade de funções 
biológicas em vários tecidos e células, e várias citocinas diferentes podem exercer 
efeitos similares e sobrepostos no mesmo tipo de célula (Selvakumaran et al,1992). 
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     Figura 1. A hierarquia do desenvolvimento hematopoiético (Adaptado de Bryder et al, 2006).  
 
 
Os fatores estimulantes de colônias (CSFs) são citocinas chave envolvidas na 
sobrevivência, proliferação e diferenciação das células progenitoras mielóides, e na 
ativação funcional de células mielóides maduras (Kleemann, 2008). 
A identificação das CSFs foi feito em ensaios de cultura de células 
progenitoras hematopoiéticas realizados na década de 60 do século passado por 
Metcalf e colaboradores. Em cultura de células in vitro verificou-se que a 
sobrevivência, proliferação e diferenciação de células hematopoiéticas imaturas 
eram dependentes da presença contínua de fatores humorais, os quais foram 
coletivamente chamados de “atividade estimulante de colônias” (Demetri & Griffin, 
1991). 
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O fator estimulante de colônias de granulócitos (G-CSF) foi originalmente 
identificado por uma atividade específica de induzir diferenciação de células 
leucêmicas mielomonocíticas (WEHI-3B+) (Nicola et al, 1983). A identificação desta 
atividade levou à sua purificação e posterior clonagem (Nagata et al, 1986). 
O G-CSF é o principal fator de crescimento responsável por regular a 
granulopoiese, pois estimula a proliferação, diferenciação, sobrevivência e produz 
ativação funcional de células da linhagem neutrofílica. O G-CSF recombinante 
humano tem sido usado para induzir rápida reconstituição hematopoiética e imune 
após transplante de medula óssea; para mobilização de células tronco/progenitoras 
da medula óssea no sangue periférico para serem utilizadas no transplante autólogo 
ou alogeneico; para o tratamento da mielosupressão em casos de leucemia, dentre 
outras aplicações (Zhang et al, 2009). 
O uso clínico do G-CSF tem sido explorado em várias outras doenças, tais 
como síndromes mielodisplásicas, neutropenia congênita, neutropenia idiopática e 
neutropenia cíclica. Em cada um destes casos, G-CSF tem sido potente em 
aumentar a contagem de neutrófilos circulantes (Demetri & Griffin, 1991). 
 
 
              
        
              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Múltiplas funções de G-CSF na célula mielóide (Metcalf, 2008). 
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1.1. G-CSF e seu receptor 
 
Células tronco da medula óssea dão origem a neutrófilos maduros seguindo 
um processo que envolve proliferação e diferenciação ao longo da linhagem 
granulocítica e maturação terminal (Ogawa, 1993). 
Vários fatores de crescimento hematopoiéticos incluindo o fator de células 
tronco (SCF), interleucina 3 (IL-3), fator estimulante de colônias de macrófagos-
granulócitos (GM-CSF), IL-6 e G-CSF têm sido reconhecidos como reguladores 
positivos da granulopoiese e agem em diferentes estágios do desenvolvimento da 
célula mielóide (Metcalf, 1989). A maioria dessas citocinas estimula a proliferação de 
células progenitoras mielóides em estágios precoces do desenvolvimento e tem 
habilidade limitada para induzir sua diferenciação e maturação (Molineux et al,1991). 
O G-CSF é o único entre os reguladores da granulopoiese que não somente 
estimula a proliferação, mas também induz a maturação terminal das células 
progenitoras mielóides em granulócitos neutrofílicos (Avalos, 1996). 
 G-CSF também exibe atividade hematopoiética sinérgica com outras 
citocinas in vitro. Essa sinergia pode ser particularmente atingida quando G-CSF é 
usado em combinação com outras citocinas que agem em células progenitoras mais 
primitivas, tais como IL-3 ou IL-6. Assim, a exposição de células progenitoras à 
combinação de G-CSF e GM-CSF resulta no aparecimento de mais colônias do que 
ambos os fatores isoladamente (Demetri & Griffin, 1991). 
Dentro das mesmas condições de cultura, tanto IL-3 como GM-CSF sozinhos 
são capazes de sustentar efetivamente a formação de colônias de neutrófilos. 
Contudo, G-CSF pode exercer ação sinérgica com ambos, IL-3 e GM-CSF, 
estimulando a proliferação de células progenitoras nos estágios precoces do 
desenvolvimento, enquanto G-CSF é um regulador específico da linhagem 
neutrofílica que estimula potencialmente os estágios terminais do desenvolvimento 
dos neutrófilos. Embora G-CSF estimule menos intensamente a proliferação de 
células do que IL-3 ou GM-CSF in vitro, estudos in vivo, feitos em camundongos, 
indicam que G-CSF induz maior aumento da contagem de granulócitos no sangue 
periférico comparado com GM-CSF ou IL-3 (Metcalf  et al, 1991). 
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  G-CSF, assim como outros CSFs e ILs, exercem suas atividades biológicas 
através de ligação de alta afinidade com receptores específicos na superfície das 
células (Demetri & Griffin, 1991). 
O receptor de G-CSF (G-CSFR) é uma proteína do tipo I pertencente à 
superfamília dos receptores de citocinas. Consiste de uma cadeia polipeptídica única 
codificada por um único gene no cromossomo1p35-p34.3 (Barreda et al, 2004). 
O G-CSFR é expresso nas células progenitoras pluripotentes, células 
progenitoras com comprometimento mielóide e células mielóides diferenciadas, 
desde mieloblastos até neutrófilos maduros. A expressão do G-CSFR não é restrita 
a células mielóides como originalmente se pensava, embora os efeitos biológicos da 
expressão de G-CSFR em tecidos não mielóides permaneçam incertos. Vários 
pesquisadores têm relatado a presença de G-CSFR em subtipos de células linfóides 
e monócitos, plaquetas, células endoteliais vasculares, placenta humana, células 
trofoblásticas e, possivelmente, neurônios e células da glia (Anderlini et al, 2008). 
O número de G-CSFRs aumenta com a maturação dentro da linhagem 
mielóide e neutrófilos possuem o maior número. Contudo, neutrófilos ainda 
expressam um número relativamente baixo de G-CSFRs (aproximadamente 50 a 
500 por célula) e acredita-se que somente a minoria destes receptores necessita ser 
ocupado para obter uma resposta biológica máxima (Avalos, 1996; Anderlini, 2008).  
Vias sinalizadoras ativadas através da ligação de G-CSF com seu receptor 
são bastante complexas e incluem a ativação de Jak/Stat, Ras-Raf-MAPK quinases, 
PI3-quinase/Akt, Src quinases (lyn e hck) e quinases de tirosina syk-1 (Dong & 
Larner, 2000; Rane & Reddy, 2002). 
Na via Jak/Stat, o G-CSF induz a fosforilação de Jak1, Jak2 e Tyk2, Stat1, 
Stat3, Stat5, sendo que Jak1/Stat3 são especificamente fosforiladas por G-CSF 
devido à sua localização dentro do complexo do receptor ou especificidade do 
substrato (Numata et al, 2005; Koning et al, 2000). A ativação da Jak (quinase de 
tirosina da família Janus) permite a fosforilação de tirosinas de Stat (transdutor de 
sinalização e ativador de transcrição) que posteriormente transloca-se para o núcleo, 
liga-se a sequências específicas do DNA e estimula a transcrição de genes alvos 
(Kamezaki et al, 2005). 
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Outra molécula sinalizadora que é ativada por G-CSF é a fosfatidil inositol-3 
quinase (PI3k). Recentemente a proteína quinase de treonina/serina (Akt) tem sido 
identificada como um alvo da PI3-quinase. A ativação de Akt pelo G-CSF é 
principalmente mediada por quinases da família Src quinases, através de um 
mecanismo dependente da PI3-quinase (Dong & Larner, 2000). 
Evidências indicam que Akt representa um papel positivo na regulação da 
sobrevivência da célula. Akt inibe a apoptose através da fosforilação e posterior 
bloqueio de proteínas pró-apoptóticas (BAD). Além disso, a Akt induz a expressão 
de moléculas antiapoptóticas da família Bcl-2 e também inibe a atividade da quinase 
glicogênio sintase 3, que libera um sinal pró-apoptótico  (Dery et al, 2003). 
O G-CSFR também se acopla a vias que regulam negativamente a 
sinalização e a indução da granulopoiese, incluindo sinais mediados por fosfatases 
de tirosina SHP-1 (fosfatase de célula hematopoiética, HCP) e a proteína supressora 
da sinalização de citocinas 3 (SOCS3). SOCS3 regula a resposta das células 
mielóides ao G-CSF, inibindo a transdução do sinal da via Jak/Stat (Boyle, 2007). A 
regulação negativa da sinalização do G-CSFR também é acompanhada pela 
internalização e degradação do receptor (Panopoulos et al, 2008). 
Embora estas cascatas sejam claramente distintas com relação aos seus 
alvos e seus papéis biológicos na proliferação, diferenciação e sobrevivência 
induzida por G-CSF, evidências sugerem que elas são interdependentes 
funcionalmente (Dong & Larner, 2000; Kamezaki et al, 2005). 
Raam et al. (2008) mostraram que G-CSF retarda a apoptose de neutrófilos 
através do controle da atividade de calpaínas. O aumento de cálcio intracelular ativa 
calpaínas (proteases de cisteína dependentes de cálcio) que representam um papel 
importante na regulação de apoptose de neutrófilos tanto pela ativação de fatores 
pró apoptóticos (BAX) como pela degradação de proteínas antiapoptóticas (XIAP 
proteína inibidora de apoptose). A degradação de XIAP leva a ativação da caspase 
3. 
Caspases são proteases que executam a clivagem de alvos específicos que 
incluem proteínas nucleares, estruturas citoplasmáticas e elementos do 
citoesqueleto. A clivagem destes alvos causa a morte da célula (Maianski et al, 
2002). 
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O G-CSF inibe o aumento de cálcio na célula causando a inibição da ativação 
de calpaínas, prevenindo a posterior degradação de XIAP e causando o retardo da 
ativação de caspases 9 e 3 (Raam et al,  2008). 
 
 
  
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     Figura 3. G-CSF regula a apoptose de neutrófilos (Raam et al, 2008). 
 
 
1.2. Regulação da granulopoiese e a homeostase de neutrófilos 
 
 Dentro de condições basais, a grande maioria das células tronco e células 
progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) residem na medula óssea. Em resposta a 
injúria ou após a administração de uma ampla escala de agentes farmacológicos, 
HSPCs são mobilizadas dentro da circulação.  
As HSPCs sobrevivem em um microambiente altamente organizado formado 
por uma população diversificada de células estromais e uma matriz extracelular rica 
em fibronectina, colágenos e vários proteoglicanos. As HSPCs são espacialmente 
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distribuídas dentro de nichos específicos no microambiente da medula óssea 
(Papayannopoulou, 2008). 
Existem evidências de que osteoblastos representam um papel chave na regulação 
da função da HSC (célula tronco hematopoiética), e uma fração de HSCs está 
associada fisicamente com osteoblastos no endósteo da medula óssea, definindo 
um nicho endosteal de células tronco (Petit et al, 2002). 
Kiel et al, (2005) mostraram que uma fração significativa de células tronco 
hematopoiéticas da medula óssea está associada com células endoteliais 
sinusoidais sugerindo que também existem nichos endoteliais para HSCs. A 
interação de HSCs com diferentes tipos de células estromais nos nichos endosteal e 
endotelial representa um papel importante na regulação do tráfego, auto-renovação, 
proliferação e diferenciação das HSCs (Blank et al, 2008; Kaplan et al, 2007). 
Para entrar na circulação, HSCs migram através da barreira vascular que 
separa o compartimento hematopoiético da circulação. Os sinusóides venosos são 
os locais de saída de leucócitos do compartimento hematopoiético e representam a 
única barreira completa entre a medula óssea e o espaço intravascular (Nervi et al, 
2006). 
O G-CSF estimula a granulopoiese em vários estágios da diferenciação 
granulocítica. Ele induz o comprometimento de células progenitoras multipotentes, 
estimulando a proliferação de precursores granulocíticos e reduz o tempo médio de 
trânsito através do compartimento granulocítico (Jin et al, 2008). A homeostase de 
neutrófilos representa um balanço entre a produção, a liberação e a remoção de 
neutrófilos da circulação. Neutrófilos são produzidos na medula óssea e liberados no 
sangue periférico através de um processo altamente regulado (Furze et al, 2008).  
Em condições estáveis, apenas uma pequena fração do pool total de 
neutrófilos da medula óssea é liberada dentro da circulação, com meia vida de 
aproximadamente 6-8 h. Em condições de estresse, tais como uma infecção, a 
contagem de neutrófilos sanguíneos periféricos pode aumentar significativamente 
(Eash et al, 2009). 
O fígado, o baço e a medula óssea são órgãos responsáveis pela remoção de 
neutrófilos da circulação. Dados recentes sugerem que a sinalização 
CXCL12/CXCR4 pode contribuir para a remoção de neutrófilos senescentes do 
sangue. CXCR4 (o receptor de CXCL12) é um regulador chave da homeostase de 
neutrófilos dentro de condições basais e de estresse (Link et al, 2005). A expressão 
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de CXCR4 em neutrófilos aumenta com a idade e pode contribuir para o homing 
preferencial de neutrófilos senescentes para a medula óssea. Após a apoptose, a 
produção de G-CSF é estimulada através da fagocitose de neutrófilos por 
macrófagos estromais residentes (Furze & Rankin, 2008).  
 
 
1.2.1. Mobilização das células hematopoiéticas 
 
Embora os mecanismos pelos quais G-CSF induz a mobilização das células 
hematopoiéticas não são inteiramente entendidos, existem evidências de que três 
vias gerais estão envolvidas: a atenuação da função das moléculas de adesão, 
ativação de proteases e a interrupção da sinalização CXCL12/CXCR4 
(Papayannopoulou, 2004; Levesque et al, 2007). 
 
1.3. Modulação de moléculas de adesão  
A retenção e a liberação de neutrófilos da medula óssea é um processo que 
permanece incompletamente entendido. Integrinas e selectinas são as principais 
moléculas de adesão reguladoras do tráfego de neutrófilos. VLA-4 ( 4  1 
integrina) e seu ligante VCAM-1 (molécula de adesão da célula vascular) 
apresentam papel central nas interações das células tronco hematopoiéticas, 
linfócitos e neutrófilos em desenvolvimento na medula (Link, 2007; Thomas et al, 
2002). 
VLA-4 tem sido implicada na localização e retenção de células tronco 
hematopoiéticas através da ligação de VCAM na superfície da célula endotelial e 
estromal da medula. Neutrófilos da medula são aderidos via VLA-4/VCAM-1, e a 
inibição de VLA-4 ou VCAM causa liberação de neutrófilos da medula óssea (Smart 
& Riley, 2008). 
Estudos mostram que a mobilização de células tronco hematopoiéticas da 
medula óssea, mediada por G-CSF, acompanha-se de neutrofilia significativa e é, 
em parte, mediada por redução da expressão de VCAM, interrompendo assim a 
adesão de VLA-4 (Smart & Riley, 2008). VLA-4 é expressa em altos níveis durante o 
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desenvolvimento de neutrófilos de camundongos e humanos e declina com a 
maturação.  
O receptor CXCR4 quando ativado pela ligação de CXCL12 ou SDF-1 (fator 
derivado do estroma) aumenta a ligação de VLA-4/VCAM-1 nas células 
hematopoiéticas. Portanto, a retenção e a liberação de neutrófilos da medula óssea 
podem ser reguladas através de interações entre CXCL12/CXCR4 e VLA-4/VCAM 
(Petty et al,  2009). 
 
1.4. O papel das proteases 
 
Tem sido proposto que proteases hematopoiéticas representam um papel 
importante na regulação do tráfego de leucócitos da medula óssea. Enzimas 
proteolíticas podem degradar a matriz extracelular, clivar moléculas de adesão e 
influenciar a sinalização através da degradação de receptores e ligantes (Dar et al, 
2006; Lapidot & Petit, 2002). 
Recentemente, a carboxipeptidase M, uma protease dependente de zinco 
ligada à membrana que pode degradar CXCL12, foi encontrada sendo expressa em 
células CD34+ da medula óssea e mobilizadas no sangue periférico e em células 
mononucleares do sangue periférico. O G-CSF aumentou significativamente a 
expressão desta protease nessas células, facilitando assim a mobilização de células 
progenitoras da medula óssea para o sangue periférico (Zhang et al, 2009). 
Após a administração de G-CSF, o microambiente da medula óssea é 
enriquecido com enzimas proteolíticas liberadas por neutrófilos, incluindo 
metaloproteinases-9 (MMP-9), elastase neutrofílica, e cathepsina G (Kim et al, 
2006). Estudos in vitro mostram que estas proteases têm a habilidade de clivar 
várias moléculas de adesão que regulam o tráfego de leucócitos da medula óssea, 
incluindo c-kit, VCAM-1 e CXCL12 (Petit, 2002). No entanto, estudos in vivo 
revelaram que a inibição combinada de proteases neutrofílicas e metaloproteinases 
não afetou a mobilização de neutrófilos, sugerindo que estas proteases podem não 
ser requeridas para o tráfego de neutrófilos da medula óssea (Wengner et al, 2008).   
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1.5. O Eixo CXCL12/CXCR4 
  
O receptor de quimocina CXCR4 e seu único ligante CXCL12 representam 
um papel crucial na retenção de células hematopoiéticas dentro da medula óssea e 
sua mobilização para a circulação periférica. Quimocinas são envolvidas na 
migração, homing, mobilização, proliferação e sobrevivência das células tronco e 
progenitoras hematopoiéticas (Broxmeyer et al, 2008; Chae et al, 2008). 
 CXCR4 é amplamente expresso nas células hematopoiéticas, incluindo 
neutrófilos (Suratt et al, 2004). CXCL12 é uma quimocina produzida 
constitutivamente por células estromais da medula óssea (Wengner et al, 2008; Jim 
et al, 2008). 
Existem evidências de que a sinalização de CXCL12/CXCR4 pode regular o 
tráfego de neutrófilos da medula óssea (Rankin et al, 2009). Eash et al, (2009) 
mostraram que a deleção do gene CXCR4 em células hematopoiéticas de 
camundongos causa a liberação constitutiva de neutrófilos; e que o tratamento com 
AMD3100, um antagonista seletivo de CXCR4, estimula a rápida mobilização de 
neutrófilos em humanos e camundongos. Estes dados sugerem que a alta 
concentração de CXCL12 na medula óssea estimula a retenção de neutrófilos 
através do seu receptor. 
Estudos mostram que a sinalização CXCL12/CXCR4 pode ser interrompida 
durante a mobilização de neutrófilos pelo G-CSF. O tratamento diário com G-CSF 
durante 4-5 dias é associado com neutrofilia acentuada causada tanto pelo aumento 
da produção quanto pela liberação de neutrófilos (Christopher & Link, 2007). O 
tratamento com G-CSF induz uma rápida diminuição da expressão de CXCR4 na 
superfície da célula hematopoiética. Levesque e colaboradores (2007) mostraram 
que CXCR4 é clivado nas células progenitoras hematopoiéticas durante o 
tratamento com G-CSF. Além disso, o tratamento diário com G-CSF resulta na 
diminuição significativa da expressão de CXCL12 e de mRNA para CXCL12 na 
medula óssea (Christopher et al, 2009). CXCL12 é constitutivamente expresso em 
altos níveis por osteoblastos da medula óssea. Através de mecanismos ainda não 
muito claros, o G-CSF potencialmente suprime as células da linhagem osteoblástica, 
levando a diminuição da expressão de CXCL12 (Nervi et al, 2006). 
Estudos em camundongos transgênicos que expressam diferentes mutações 
no G-CSFR revelam que a magnitude da mobilização de neutrófilos por G-CSF é 
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fortemente correlacionada com a diminuição da expressão da proteína CXCL12 na 
medula óssea (Kim et al,  2006). 
Apesar da complexidade dos mecanismos envolvidos tanto na retenção como 
na liberação de células hematopoiéticas da medula óssea para o sangue periférico; 
a interrupção da sinalização CXCL12/CXCR4 representa um papel crucial na 
mobilização de neutrófilos estimulada por G-CSF. 
 
1.6. Dimorfismo de gênero em resposta ao G-CSF 
 
Alguns estudos realizados em animais e humanos mostram a influência de 
um dimorfismo de gênero sobre a mobilização de células hematopoiéticas induzida 
por fatores estimulantes de colônias. 
Tanaka & Kaneko, (1991) avaliaram a farmacocinética de G-CSF através de 
ELISA em ratos machos e fêmeas. Após a administração intravenosa e subcutânea 
de 5 e 100µg/kg de G-CSF o sangue foi coletado 1, 2, 4 e 8 horas após a 
administração. A meia vida da droga foi menor em fêmeas comparada a machos. A 
cultura de células obtidas da medula óssea de machos e fêmeas mostrou o mesmo 
perfil de dose-resposta ao G-CSF. Estudos in vivo revelaram que após a 
administração de 100µg/kg de G-CSF, não houve diferença na contagem de 
leucócitos totais e a contagem de neutrófilos foi similar em machos e fêmeas no 
início (4 h) e no pico da mobilização (12h), porém após 24h a contagem de 
neutrófilos foi menor em fêmeas. 
Moog, (2006) indica o gênero como um dos fatores que podem afetar a 
mobilização de células tronco da medula óssea para o sangue periférico utilizadas 
para o transplante autólogo ou alogeneico em humanos. 
Um estudo realizado em pacientes com linfoma não-Hodgkin mostrou que a 
mobilização de células progenitoras hematopoiéticas estimulada por G-CSF foi 
menor em mulheres (Micallef et al, 2000). 
 Fischer et al, (2005) mostraram que após a administração de Filgrastim ou 
lenograstim, a mobilização de células tronco da medula óssea no sangue periférico  
foi menor em mulheres. Um estudo realizado por Vasu et al, (2008) mostra que após 
a administração de G-CSF o número de células CD34+ mobilizadas no sangue 
periférico  para o transplante alogeneico também foi menor em doadoras do sexo 
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feminino. Abdallah, (2008) mostrou em um estudo realizado em crianças com 
neutropenia citotóxica, que a contagem de neutrófilos foi significativamente 
influenciada pelo gênero. Neste estudo, após dose única de filgrastim, a contagem 
de neutrófilos foi maior em meninos.       
 Gupta & Singh, (2007) mostraram em um estudo realizado em camundongos  
machos e fêmeas com linfoma de células T, que a habilidade proliferativa de células 
da medula óssea in vitro era dependente do gênero.  Células da medula óssea de 
machos apresentaram maior habilidade proliferativa in vitro. Após a incubação de 
células da medula óssea em meio contendo estrógenos e andrógenos, a habilidade 
proliferativa aumentou em ambas, sendo significativamente maior em células da 
medula óssea de machos. Antagonistas de estrógenos e andrógenos adicionados ao 
meio de cultura tiveram pequeno efeito inibitório sobre a habilidade proliferativa de 
células da medula óssea de machos e fêmeas, porém ainda assim, a habilidade 
proliferativa foi maior em células derivadas da medula óssea de machos. Nesse 
mesmo estudo verificou-se que a expressão gênica do M-CSF também foi maior em 
células derivadas da medula óssea de machos.            
Sabendo da importância clínica e experimental do uso do G-CSF como 
terapia de várias doenças, seja por seus efeitos sobre a mobilização celular ou 
regenerativos e/ou de sobrevivência, pouco têm sido explorado sobre a influência de 
diferenças sexuais nos efeitos desta citocina. Portanto, nós verificamos a influência 
do gênero sobre a mobilização de leucócitos periféricos estimulada por G-CSF. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo Geral 
 
Estudar os efeitos de G-CSF sobre a mobilização de leucócitos em ratos machos e 
fêmeas. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
Avaliar os efeitos do tratamento com G-CSF em machos e fêmeas sobre: 
 
 a mobilização aguda e crônica de leucócitos totais; 
 
 a contagem diferencial de leucócitos; 
 
 a mobilização de leucócitos 12 horas após o infarto agudo do miocárdio; 
 
 a mobilização de leucócitos após a castração. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Animais 
Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos e 
fêmeas, provenientes do Biotério do Centro de Ciências da Saúde da Universidade 
Federal do Espírito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (cinco 
animais por gaiola) e receberam água e ração ad libitum. As gaiolas foram alojadas 
em um ambiente com temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12/12 horas. 
 
3.2. Protocolos Experimentais 
3.2.1. Curva dose-resposta ao G-CSF 
 
Foram utilizados 40 ratos, sendo 20 machos e 20 fêmeas, com 12 a 14 semanas de 
idade. Os animais foram divididos em quatro grupos, dois de machos e dois de 
fêmeas, cada um recebendo G-CSF ou placebo, respectivamente. Nas fêmeas, a 
injeção de G-CSF ou placebo era feita na fase de proestro (fase do ciclo estral). Em 
cada animal foi administrada dose única subcutânea (sc) de 25, 50 ou 100µg/kg de 
peso corporal de G-CSF recombinante humano (Filgastrim®, Biosintética, Buenos 
Aires, Argentina) diluída em salina a 0,9% em proporção de 1:3. O grupo controle 
recebeu o mesmo volume de salina. Amostras de sangue foram retiradas 12, 18 e 
24 horas após a administração da droga ou salina para a contagem total de 
leucócitos. Cada grupo foi formado por 5 machos e 5 fêmeas e diferentes animais 
foram usados para testagem de cada dose. 
 
3.2.2. Curso temporal da mobilização de leucócitos 
 
Para determinação da variação temporal de leucócitos no sangue periférico em 
animais machos e fêmeas após tratamento com G-CSF foi escolhida a dose fixa de 
50 ug/kg (sc) pois, no protocolo anterior, esta dose mostrou produzir mobilização 
máxima aproximadamente 12 horas após o tratamento. Os animais do grupo 
controle receberam o mesmo volume de salina correspondente ao peso corporal. 
Foram utilizados 20 ratos, 10 machos e 10 fêmeas. Nestas, a injeção foi feita 
independente da fase do ciclo estral. De cada animal foi retirado alíquota de sangue 
periférico na condição basal (antes da injeção de G-CSF ou salina) e 3, 6 e 18 horas 
25 
 
após o tratamento. A injeção de G-CSF foi feita em 6 ratos machos e 6 fêmeas e a 
solução salina em 4 machos e 4 fêmeas.  
 
3.2.3. Mobilização de leucócitos em ratos machos e fêmeas com infarto do 
miocárdio. 
 
Neste protocolo foram utilizados 59 animais, sendo 32 machos e 27 fêmeas. O 
infarto do miocárdio foi realizado por ligadura permanente dos ramos anteriores da 
artéria coronária esquerda de acordo com técnica descrita adiante. A injeção de 
dose única de G-CSF (50 ug/kg, sc ou solução salina) era feita 30 minutos após a 
ligadura coronariana. O grupo controle (sham) foi submetido a uma cirurgia fictícia e 
30 minutos após tratado na mesma dose de G-CSF ou salina. 
Amostra de sangue para contagem leucocitária foi obtida imediatamente antes da 
injeção de G-CSF ou salina e 12 horas após. 
 
3.2.4. Infuência dos hormônios sexuais na mobilização leucocitária mediada 
pelo G-CSF. 
 
Tendo em vista que em todos os protocolos anteriores verificava-se menor 
contagem leucocitária no sangue periférico em fêmeas, foi realizado um protocolo 
experimental para determinar se tal diferença decorria das diferenças hormonais 
entre os dois grupos. Para tanto, foram utilizados 38 animais, 20 machos e 18 
fêmeas. A castração (ovariectomia e orquiectomia cirúrgica) foi feita nos animais 
com 21 dias de idade sob anestesia com ketamina + xilazina. Os animais controles 
foram submetidos a procedimento cirúrgico fictício. Trinta dias após foi feita a injeção 
em dose única de G-CSF (50 ug/kg, sc) ou salina em ratos machos e fêmeas sem 
castração. Amostra de sangue foi coletada na condição basal (antes da 
administração da droga) e 3, 6, 12 e 24 horas após para contagem leucocitária.  
A eficácia da castração na redução dos hormônios sexuais foi feita em machos e 
fêmeas pela pesagem da vesícula seminal, próstata e útero, respectivamente. Após 
a última coleta de sangue, os animais foram sacrificados com sobredosagem de 
quetamina + xilazina para remoção do útero e das vesículas seminais. Os órgãos 
foram dissecados dos tecidos periféricos em placa de Petri, desidratados 
rapidamente em papel de filtro e pesados. 
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3.2.5. Mobilização leucocitária após tratamento prolongado com G-CSF 
 
Para determinar se o tratamento mais prolongado com G-CSF mantém a 
mobilização leucocitária após a injeção desta citocina, foi feito um protocolo 
específico em ratos machos e fêmeas determinando-se o curso temporal da 
mobilização de leucócitos para o sangue periférico após injeção de G-CSF. Os 
animais com 8 semanas de idade (6 machos e 5 fêmeas) receberam tratamento 
diário com G-CSF (50 ug/kg sc) durante 7 dias. No último dia (7ª dose) foi coletado 
sangue periférico imediatamente antes da injeção (medida basal) e 3, 6, 12 e 24 
horas após o tratamento para a contagem leucocitária. 
 
3.3. Determinação da Fase do Ciclo Estral 
 
As fases do ciclo estral das ratas foram determinadas através de esfregaços 
vaginais realizados pela manhã e à noite. Com o auxílio de uma ponteira acoplada a 
um conta-gotas, foram injetados 0,10 ml de solução salina através do canal vaginal. 
Imediatamente após ser injetado, o fluido vaginal era coletado e colocado sobre uma 
lâmina de vidro para confecção do esfregaço vaginal. Os esfregaços foram 
analisados a fresco em microscópio ótico (aumento de 400x). As diferentes fases do 
ciclo estral foram identificadas através da visualização dos tipos celulares 
característicos de cada fase, como mostra a figura 4 
 
 
 
 
 
 
 
27 
 
                a     c 
                b     d 
 
Figura 4. Fotomicrografias de esfregaços vaginais não-corados mostram as quatro fases do ciclo 
estral. Leucócitos (L), células epiteliais (E), células cornificadas (C). A fase do proestro (a) é 
caracterizada pela presença predominante de células epiteliais nucleadas. O estro (b) predominam 
células cornificadas ou queratinizadas anucleadas. O metaestro (c) consiste da mesma proporção 
entre células epiteliais nucleadas, cornificadas e leucócitos. O diestro (d) consiste principalmente da 
predominância de leucócitos. (Adaptado de Marcondes, 2002). 
   
  
3.4. Coleta de Sangue 
 
Os animais foram contidos e uma das patas traseiras (direita ou esquerda) foi 
imobilizada. Após a tricotomia local, a veia safena lateral foi puncionada com uma 
agulha 13 x 4.5 (BD, Brasil) e 20µl de sangue foi coletado com uma pipeta 
automática. A amostra foi imediatamente transferida para tubo Eppendorf contendo 
380µl solução de ácido acético a 2% para lise das hemácias (proporção de diluição 
1/20). Após a homogeneização, foi colocada uma alíquota dessa suspensão em uma 
câmara de Neubauer. A câmara de Neubauer permaneceu por 5 minutos dentro de 
uma placa de Petri invertida, contendo um chumaço de algodão úmido, permitindo 
assim a sedimentação das células. A contagem dos leucócitos totais foi realizada em 
microscópio ótico sob aumento de 400 X.  
No protocolo de infarto do miocárdio, os animais foram submetidos à anestesia com 
cloridrato de quetamina (5mg/kg) e xilazina (10mg/kg) 12 horas após a ligadura 
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coronarina ou cirurgia fictícia. Uma alíquota de 3 ml de sangue foi coletada por 
punção cardíaca e colocada em tubo de vidro contendo anticoagulante EDTA na 
proporção de 1 mg/ml. Após homogeneização foi realizada a contagem das células 
(hemograma) em sistema automático. 
 
3.5. Quantificação dos Leucócitos Totais em Câmara de Neubauer 
 
A câmara de Neubauer (figura 5) é um tipo de lâmina de microscópio de vidro 
espesso, composta por dois retículos na região central separados por um sulco 
transversal. A região reticular (quadriculada) é dividida em nove quadrantes, cada 
qual de dimensão 1x1mm e 0,1mm de profundidade. Cada quadrante é composto 
por dezesseis quadrados menores. A câmara é limitada superiormente por uma 
lamínula específica, que confere um volume de 0,1mm3 ou 1x10-4 ml a cada 
quadrante (1x1x0,1=0,1mm3). A contagem total do número de leucócitos é realizada 
nos quatro quadrantes externos (localizados em cada extremidade) da câmara e o 
cálculo da contagem das células é feita pela seguinte fórmula: 
 
N0 total de células x 104 x1 (volume) x 20 (Fator de diluição) 
8 (N0 de quadrantes) 
 
 
                                       
                                                Figura 5 - Câmara de Neubauer. 
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        Figura 6. Esquema e sentido da contagem de células na câmara de Neubauer 
                     
Para uniformizar as quantificações, foram contadas apenas as células que estavam 
posicionadas em cima dos limites superior e esquerdo do quadrante (figura 6).  
                                                
3.6. Contagem diferencial de leucócitos 
 
A contagem dos subtipos de leucócitos foi feita em esfregaços sanguíneos corados 
(Fig. 8). A preparação do esfregaço foi feita da em lâmina de vidro previamente 
limpa e seca. Uma gota de sangue era colocada a, aproximadamente, um 
centímetro de uma das extremidades da lâmina. Uma segunda lâmina (extensora) 
de bordos esmerilados era aproximada da gota de sangue em ângulo de 45o e 
deslizada ao longo da primeira em um movimento rápido e homogêneo, permitindo 
que o sangue fosse espalhado horizontalmente no bordo da lâmina formando uma 
fina camada uniforme.  
Para a identificação dos diferentes tipos de células sanguíneas (glóbulos brancos), 
foi realizada a coloração padrão descrita abaixo. Após secar o esfregaço agitando a 
lâmina no ar, a coloração foi realizada imediatamente. Depois de posicionada em um 
suporte adequado, o esfregaço foi recoberto com 20 gotas do corante May-Grünwald 
(Bioclin). Após 3 minutos foram acrescentadas 20 gotas de tampão fosfato (pH = 
7,2) e a solução foi misturada nos diversos pontos da lâmina. Depois de 2 minutos a 
mistura foi desprezada e, sem lavar a lâmina, foram acrescentadas 20 gotas da 
solução diluída de Giemsa (Bioclin), preparada no momento da coloração (uma gota 
de Giemsa para cada mililitro de água destilada). Após 12 minutos o corante foi 
desprezado e a lâmina lavada em água corrente. Depois de secar em posição 
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vertical, a qualidade da lâmina foi avaliada com uma objetiva de menor aumento 
(10x e 40x) em um microscópio ótico. Em seguida, foi analisada com objetiva de 
imersão de maior aumento (10x 100x) para a identificação dos vários tipos de 
glóbulos brancos. A contagem diferencial dos leucócitos foi iniciada no meio em 
direção ao final da lâmina (zona mais uniforme). Foram contadas 200 células, 
percorrendo a lâmina em ziguezague de uma borda a outra, como mostra a figura 7. 
Os resultados foram expressos em % do total de leucócitos contados. 
 
 
                                 
             Figura 7. Esquema do procedimento da contagem diferencial de leucócitos. 
 
 
 
                             
Figura 8. Figura representativa mostra os subtipos de leucócitos: linfócitos, neutrófilos, monócitos, 
eosinófilos e basófilos. 
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3.7.  Produção do Infarto do Miocárdio 
 
O infarto do miocárdio foi produzido de acordo com a técnica padrão em nosso 
laboratório (Mill et al., 1990). Após anestesia com ketamina (5mg/kg) e xilazina 
(10mg/kg) por via intramuscular, os animais foram posicionados em mesa cirúrgica 
para animais em decúbito dorsal. Foi realizada toracotomia no nível do 4o espaço 
intercostal esquerdo, e o coração era rapidamente exteriorizado. Com um fio de 
mononylon 6.0 (Medline, Brasil) acoplado a uma agulha não traumática, foi realizada 
a oclusão permanente da artéria coronária descendente anterior esquerda, 
localizada logo abaixo da borda do átrio esquerdo. O coração foi reposicionado e o 
tórax imediatamente fechado com uma sutura em forma de bolsa. A presença de 
infarto era confirmada 24 horas após através do registro do eletrocardiograma. 
Foram considerados infartados os animais com presença de onda Q patológica na 
derivação D1, conforme padronização do laboratório. 
 
3.8. Técnica de Castração (Ooforectomia e Orquiectomia) 
 
Ratos machos e fêmeas foram submetidos à anestesia geral com cloridrato de 
ketamina (5mg/kg) e xilazina (10mg/kg) por via intramuscular. As fêmeas foram 
colocadas em decúbito ventral e, após tricotomia local, foram realizadas incisões 
laterais de aproximadamente 0,5 cm na pele e na camada muscular, entre o último 
rebordo costal e a coxa, a um centímetro da linha mediana. Após a abertura da 
cavidade peritoneal, foi realizada a ligadura das tubas uterinas e os ovários foram 
removidos (ooforectomia bilateral). Em seguida foi realizada a sutura da musculatura 
e pele. Os machos foram colocados em posição supina e, em seguida, foram 
submetidos a uma incisão de 1 cm na bolsa escrotal até atingir a tunica vaginalis. Os 
testículos foram expostos por compressão e uma ligadura foi feita em volta do 
cordão espermático. Em seguida os testículos foram seccionados (orquiectomia 
bilateral) e a bolsa escrotal foi suturada. 
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3.9. Análise Estatística 
 
Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média (epm). A 
comparação de duas médias foi feita por teste t de Student e a comparação de mais 
de duas médias foi feita por análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida do 
teste de comparações múltiplas de Tuckey quando pertinente. A significância 
estatística foi considerada para p<0,05. As análises estatísticas foram realizadas 
com a utilização do programa GB-STAT v 9.0. Para a construção dos gráficos, foi 
utilizado o software OriginPro versão 7.5. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Curva dose-resposta ao G-CSF 
 
Para a escolha da dose ideal para recrutar o maior número de leucócitos, foram 
testadas três diferentes doses. A contagem de leucócitos realizada antes da 
administração da droga ou salina (contagem basal) foi similar em machos e fêmeas 
com tendência a valores maiores (cerca de 20%) em machos do que em fêmeas 
(10315 ± 612 vs 8882 ± 532 leucócitos/mm3, respectivamente). A concentração de 
leucócitos no sangue periférico 12 horas após a injeção de G-CSF foi similar nas 
doses de 25, 50, e 100µg/kg tanto em machos como em fêmeas, sendo que para 
cada dose administrada a concentração leucocitária foi sempre maior (p<0.05) em 
machos do que em fêmeas (figura 9). A mobilização leucocitária em machos também 
foi maior em termos relativos. Assim, considerando os dados observados após a 
injeção da dose intermediária de G-CSF (50 ug/kg) ocorreu aumento de cerca de 
290% da concentração leucocitária em machos e de 240% em fêmeas. A injeção de 
solução salina não produziu qualquer modificação significante na contagem 
leucocitária. 
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Figura 9. Leucócitos 12 horas após a administração de dose única de 25, 50 e 100µg/kg de G-CSF 
ou volume equivalente de salina. Machos (M) e Fêmeas (F). 
§
p<0,05 vs. M-basal, 
#
p<0,05 vs. M-
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salina, *p<0,05 vs. F-G-CSF, 
-
p<0,05 vs F-basal,
 +
p<0,05 vs. F-salina (n=5 animais/grupo). Os valores 
representam a média±epm 
 
 
4.2. Curso temporal da mobilização de leucócitos 
 
Tendo em vista o resultado do protocolo anterior, foi escolhida a dose de 50 ug/kg 
de G-CSF para se determinar o curso temporal da mobilização de leucócitos em 
ratos machos e fêmeas. A contagem leucocitária realizada antes do tratamento com 
G-CSF (contagem basal) foi similar entre os grupos. Embora sem significância, a 
contagem basal de leucócitos foi novamente um pouco maior em machos do que em 
fêmeas. Tanto em machos como em fêmeas observou-se incremento significativo da 
concentração de leucócitos no sangue periférico. Em ambos os sexos o efeito 
máximo do G-CSF foi observado no sangue coletado 12 horas após a administração 
da droga, sendo que nesse momento a concentração leucocitária em machos era 
cerca de 35 mil/mm3 e em fêmeas de 20 mil/mm3 (p<0.05). A figura 10 mostra 
claramente que a mobilização parece ser também mais rápida em machos, pois 3 
horas após a injeção do G-CSF já se observava aumento significativo da contagem 
leucocitária em machos de modo diferente da observação em fêmeas. Os dados 
também sugerem que a queda da mobilização também é mais lenta em machos, 
pois 24 horas após a injeção do G-CSF a contagem leucocitária em fêmeas já era 
similar à contagem basal, enquanto que em machos ainda se observava maior 
concentração de leucócitos. Nos diversos momentos de coleta de sangue, a 
contagem foi sempre menor em fêmeas do que em machos: 6h (76%), 12h (75%), 
18h (53%) e 24h (100%). (p<0,05). 
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Figura 10. Leucócitos totais antes (tempo 0 = basal) e 3, 6, 12, 18 e 24 horas após a administração 
de dose única de 50µg/kg de G-CSF ou salina em ratos machos (M) e fêmeas (F). 
§
p<0,05 vs. M-
basal, 
#
p<0,05 vs. M-salina, *p<0,05 vs. F-GCSF, 
-
p<0,05 vs. F-basal, 
+
p<0,05 vs. F-salina (n=5-6 
animais/grupo). Os valores representam a média±epm. 
 
4.3. Mobilização de Leucócitos em ratos machos e fêmeas com infarto do 
miocárdio 
 
A contagem de leucócitos totais realizada antes do procedimento cirúrgico não 
diferiu significativamente entre os grupos, apesar de ter sido maior em machos, 
como nos protocolos anteriores (figura 11). Interessante observar que a simples 
cirurgia de simulação de infarto (grupos sham) determinou pequeno incremento na 
contagem leucocitária tanto em machos como em fêmeas. Ocorreu elevação 
significativa e similar aos protocolos anteriores na contagem leucocitária após o 
tratamento com G-CSF em machos submetidos ao infarto do miocárdio ou à cirurgia 
fictícia, ou seja, a presença do infarto não modificou o efeito do G-CSF (p<0,05). Em 
fêmeas submetidas aos mesmos procedimentos a elevação da contagem 
leucocitária foi pequena e não foi significativa. A contagem de leucócitos 12 h após o 
tratamento com G-CSF foi 65% maior em machos do que em fêmeas (p<0,05). 
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Figura 11. Leucócitos totais antes (basal) e 12h após o infarto do miocárdio (M) ou cirurgia fictícia 
(sham) em ratos machos (M) e fêmeas (F). 
§
p<0,05 vs. M-basal (n=9), 
#
p<0,05 vs. M-salina (n=10), 
*p<0,05 vs. F-GCSF (N=7). Os valores representam a média±epm. 
 
4.4.  Parâmetros ponderais 
 
As tabelas 1 e 2 mostram os valores de peso uterino e vesícula seminal de ratos 
machos e fêmeas castrados e não-castrados. A redução do peso dos órgãos 
confirma a eficácia da castração dos animais. 
 
Tabela 1. Valores de peso uterino (p.u) e peso corporal (p.c) de fêmeas castradas e 
não-castradas. 
Grupos             Peso corporal (g)        Peso uterino (mg)        relação p.u (mg)/p.c (g)                        
 Controle (n=5)         178±5                          353±0                             1,98 
Castrada (n=5)        188±10                          46±0*                           0,24 
Valores expressos como média±EPM. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. 
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Tabela 2. Valores de peso de vesícula seminal (p.v) e peso corporal (p.c) de machos 
castrados e não-castrados. 
Grupos              Peso corporal (g)     Peso v. seminal (mg)     relação p.vs (mg)/p.c 
(g) 
                        
 
Controle (n=5)         251±10                         392±0                              1,56                         
Castrado (n=5)        228±10                           19±0*                             0,08 
Valores expressos como média e ± EPM. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.         
 
4.5. Influência dos hormônios sexuais na mobilização leucocitária mediada 
pelo G-CSF  
 
Para determinar se as diferenças apontadas nas figuras 9 e 10 eram decorrentes 
dos diferentes perfis hormonais em ratos machos e fêmeas, o mesmo protocolo foi 
repetido trinta dias após a castração dos animais. A castração foi feita nos animais 
com 3 semanas de vida e os experimentos foram realizados 4 semanas após. 
Novamente, a contagem basal não diferiu entre os grupos. Em machos castrados 
tratados com G-CSF houve incremento do número de leucócitos 6 horas após a 
droga, tendo atingido o pico leucocitário 12 horas após, comparado ao grupo 
controle. Após 24 horas o número de leucócitos ainda não tinha retornado ao nível 
basal. Em fêmeas castradas tratadas com G-CSF houve incremento no número de 
leucócitos, 12 horas após a droga, comparado ao grupo que recebeu solução salina. 
Após 24h o número de leucócitos retornou ao nível basal. A contagem leucocitária 
foi 65% maior em machos castrados comparada a fêmeas castradas, 12 horas após 
a injeção de G-CSF (Fig.12). 
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Figura 12. Leucócitos antes (basal), 3, 6, 12 e 24 horas após a administração de 50µg/kg/G-CSF, em 
ratos castrados. 
§
p<0,05 vs. M-basal, 
#
p<0,05 vs. M-controle, 
*
p<0,05 vs. F-GCSF,
 #
p<0,05 vs. F-
controle (N=5 animais/grupo). Os valores representam a média±epm. 
 
 
4.6. Mobilização leucocitária após tratamento prolongado com G-CSF  
 
Visando determinar se a administração de doses repetidas de G-CSF alteraria o 
perfil de mobilização leucocitária, foi realizado protocolo de tratamento por 7 dias,  
com injeções diárias de dose única de G-CSF em ratos machos e fêmeas. No sétimo 
dia de tratamento foi feita a contagem de leucócitos antes da última dose (sétima) e 
3, 6, 12 e 24 horas após. Os resultados da contagem leucocitária são mostrados na 
figura 13. Observa-se que a contagem basal foi maior em machos do que em 
fêmeas, confirmando os achados anteriores (figuras 10) e que o retorno aos níveis 
basais de leucócitos é mais rápido em fêmeas, após pulsoterapia com o G-CSF. Em 
machos, a contagem leucocitária apresentou aumento significativo 3 h após a última 
dose, com 6h houve queda, atingindo-se novamente o pico leucocitário 12 h após a 
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injeção e retorno aos níveis basais 24 horas após. Embora não tenha sido 
significante, o número de leucócitos em fêmeas aumentou 3h após a última dose, 
com 6h houve queda e 12h após, a contagem de leucócitos apresentou incremento 
(p<0,05). A contagem leucocitária foi 48% maior em machos do que em fêmeas, 12h 
após a última dose.  
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Figura 13. Leucócitos totais após sete dias de administração de G-CSF. 
#
p<0,05 vs. M-basal, 
*
p<0,05 
vs. F-GCSF, 
§
p<0,05 vs. F-basal (n=6 animais/grupo). Os valores estão apresentados como 
média±epm 3, 6, 12 e 24 h após G-CSF injetado em ratos machos e fêmeas. 
 
 
4.6.1 Mobilização leucocitária em ratos machos e fêmeas no 10 e 70 dia de 
tratamento com G-CSF 
 
A figura 14 mostra a comparação do curso temporal da mobilização leucocitária em 
ratos machos após a 1ª e a 7ª dose de G-CSF. Houve incremento da contagem 
leucocitária 6h e 12h após a primeira dose (p<0,05). Houve elevação na contagem 
de leucócitos realizada antes da última dose, porém não foi significativa. Após sete 
doses diárias, houve aumento na contagem de leucócitos 3h após a última dose, 
com 6h o número de leucócitos caiu e 12h depois atingiu o pico leucocitário com 
40 
 
43% de aumento em relação à primeira dose (p<0,05). Com 24h retornou próximo 
ao nível basal. Os resultados mostram que a capacidade de mobilizar leucócitos 
para o sangue periférico permanece praticamente inalterada após administrações 
repetidas de G-CSF. O mesmo perfil de resultados foi observado dentro do grupo de 
fêmeas tratadas durante o mesmo período de 7 dias (figura 15). 
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Figura 14. Leucócitos totais em machos no 1
0 
e no 7
0 
dia
 
de administração do G-CSF. 
#
p<0,05 vs M-
basal (1
0
dia), ,
§
p<0,05 vs M-basal (7
0
dia), 
*
p<0,05 vs M-GCSF (1
0
dia).
 
Os valores estão apresentados 
como média±pm. 
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0
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As tabelas 3 e 4 mostram os valores da contagem diferencial de leucócitos, em 
machos e fêmeas, placebo e tratados (12h após o tratamento com G-CSF). A 
contagem de neutrófilos circulantes foi maior em machos comparado a fêmeas, tanto 
após dose única quanto após a sétima dose de G-CSF. 
 
Tabela 3. Contagem diferencial de células sanguíneas periféricas de machos e 
fêmeas, 12h após dose única de G-CSF ou salina. 
Parâmetros              F placebo        F G-CSF           M placebo        M G-CSF                                    
 Leucócitos            12658±919      19375±3148#       14200±1351     27921±1270# * 
Neutrófilos              3724±208      11976±2105#         3568±191       20257±1017# * 
% L. totais                  29±0,9             62±5,1                  25±2,2           72,6±1,7 
Linfócitos                8652±644        7112±1439        10296±1387       7174±495 
% L. totais                  68±0,2             36±4,9                 72±3,0              25±1,36 
Monócitos                282±128          286±55,1             336±85,7          576±148 
% L. totais                 2,2±0,8           1,5±0,2                2,5±0,8            4,25±2,2 
Valores expressos como média±EPM.  #p<0,05 vs.placebo. *p<0,05 vs.fêmeas 
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Tabela 4. Contagem diferencial de células sanguíneas periféricas de machos e 
fêmeas12h após dose única e 12h após tratamento prolongado com G-CSF 
Parâmetros         F (1a dose)           F (7a dose)            M (1a dose)          M (7a dose)                                    
 Leucócitos         19375±3148       26875±1567*        27921±1270*        39667±3405# * 
Neutrófilos         11976±2105       13732±1840         20257±1017*        31642 ±3305# * 
% L. totais                62±5,1                50±4,1               72,6±1,7                   79±2,4 
Linfócitos              7112±1439      12768±563             7174±495              7617±856 
% L. totais                36±4,9               48±4,1                  25±1,36                 20±2,2 
Monócitos              286±55,1           375±49,6              576±148                406±106 
% L. totais              1,5±0,2              1,4±0,1                4,25±2,2                 1,0±0,2 
Valores expressos como média±EPM.  #p<0,05 vs.dose única. *p<0,05 vs.fêmeas 
 
 
4.7. Curso temporal da mobilização leucocitária após G-CSF em animais 
castrados e não-castrados 
 
A figura 16 mostra o curso temporal da mobilização de leucócitos mediada pelo G-
CSF em machos e fêmeas castrados e não castrados. A contagem basal de 
leucócitos não diferiu significativamente entre os grupos, porém em fêmeas não 
castradas a contagem foi menor. Após a castração dos animais houve uma redução 
do número de leucócitos após o tratamento com G-CSF em machos e em fêmeas, 
porém essa redução não foi significativa. Em machos tratados com G-CSF houve 
incremento de leucócitos em todos os períodos avaliados em relação à contagem 
basal (3, 6, 12 e 24h) (p<0,05). Em machos castrados tratados com G-CSF houve 
incremento de leucócitos apenas 6 e 12h após a droga. Em fêmeas tratadas com G-
CSF houve incremento de leucócitos 6 e 12h após em relação a contagem basal 
(p<0,05), no entanto, em fêmeas castradas não houve incremento significativo. Em 
machos tratados com G-CSF a contagem leucocitária foi maior quando comparada a 
fêmeas (6, 12 e 24h) após, enquanto que em machos castrados essa diferença só 
foi observada com 12h (p<0,05). A tabela 5 mostra os valores da contagem 
diferencial de leucócitos entre machos e fêmeas castrados e não-castrados. Após 
dose única de G-CSF, a contagem de neutrófilos circulantes foi significativamente 
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maior em machos não castrados, porém, após a castração dos animais, o número 
de neutrófilos circulantes não diferiu entre machos e fêmeas. 
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Figura 16. Leucócitos totais em machos e fêmeas castrados e não-castrados após G-CSF. 
#
p<0,05 
vs. M-basal, 
*
p<0,05 vs. F-GCSF, 
§
p<0,05 vs. M-castrado,
+
p<0,05 vs F-basal, (n=6 animais/grupo). Os 
valores estão apresentados como média±epm. 
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Tabela 5. Contagem diferencial de células sanguíneas periféricas de machos e 
fêmeas castrados e não-castrados, 12h após dose única de G-CSF 
Parâmetros            F G-CSF          FC G-CSF              M G-CSF             MC G-CSF                                    
 Leucócitos           19375±3148       18200±914          27921±1270*          28100±1977* 
Neutrófilos           11976±2105       11018±1047         20257±1017*         16127±834 
% L. totais                 62±5,1                61±73                 72,6±1,7                   58±6,89 
Linfócitos              7112±1439         6730±1822            7174±495             11586±1498 
% L. totais                36±4,9                36±82                    25±1,36                  41±2,9 
Monócitos              286±55,1            253±32,4               576±148                 386±127  
% L. totais                1,5±0,2                  1,1±0,48                 4,25±2,2                      1,3±0,3 
Valores expressos como média±EPM. *p<0,05 vs.fêmeas 
FC: Fêmeas castradas, MC: Machos castrados 
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DISCUSSÃO 
 
 
O G-CSF é uma citocina capaz de estimular a proliferação, diferenciação e a 
sobrevivência de células da linhagem granulocítica da medula óssea. Tem sido 
amplamente usado na clínica para o tratamento da mielosupressão após 
quimioterapia e neutropenias em geral.  
Estudos mostram que as células tronco/progenitoras da medula óssea 
mobilizadas por G-CSF são capazes de migrar para tecidos não hematopoiéticos e 
provavelmente possam contribuir para regenerar tecidos que sofreram injúria através 
da sua plasticidade e possível transdiferenciação. 
Orlic et al, (2001) mostraram que células tronco da medula óssea mobilizadas 
por citocinas têm a capacidade de migrar para o tecido cardíaco e se 
transdiferenciar em cardiomiócitos regenerando o tecido infartado. Entretanto, 
estudos mais recentes têm questionado a capacidade do G-CSF, mesmo associado 
a outras citocinas, a regenerar tecidos lesados por mecanismos de 
transdiferenciação.  
Outros estudos ainda apontam que G-CSF não somente estimula a 
mobilização de células da medula óssea com capacidade regenerativa, mas também 
age nos tecidos através de outros mecanismos como a inibição de apoptose e 
estimulação da angiogênese (Ohtsuka et al, 2004).  
Portanto, o uso do G-CSF vem sendo preconizado na terapia de várias 
doenças. Entretanto, os resultados são ainda bastante controversos. Os diferentes 
resultados obtidos por diferentes autores neste campo podem se dever, ainda que 
em parte, aos diferentes protocolos de tratamento (como dose e tempo de 
tratamento); ao uso de diferentes espécies (Suzuki et al, 2008) ou até mesmo a 
protocolos similares realizados em animais de diferentes sexos. 
Recentemente Cheng et al, (2008) mostraram que o uso do G-CSF prejudicou 
o remodelamento e a função cardíaca de ratas fêmeas submetidas ao infarto do 
miocárdio. Outro estudo (Dias da Silva et al, 2005) mostrou que o tratamento de 
ratas geneticamente hipertensas (SHR) com células mononucleares da medula 
óssea ou com G-CSF era capaz de reduzir a pressão arterial, fato que não se 
repetiu em nosso laboratório quando o mesmo protocolo experimental foi realizado 
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em ratos SHR machos. Portanto, estes achados sugerem que diferenças sexuais 
podem interferir diretamente ou indiretamente nos efeitos desta citocina. 
Sabendo que o principal efeito do G-CSF é estimular a mobilização de células 
da linhagem granulocítica da medula óssea para o sangue periférico, surgiu a idéia 
de comparar a mobilização de leucócitos para o sangue periférico em ratos Wistar 
machos e fêmeas submetidos ao mesmo protocolo de tratamento com G-CSF. 
 Estudos realizados em humanos e camundongos mostram que a 
administração de dose única de G-CSF induz uma neutropenia transiente seguida 
por um aumento de neutrófilos circulantes, em aproximadamente cinco vezes, que 
se inicia após 30 minutos e alcança o pico com 12 h pós injeção. Granulócitos 
maduros e imaturos (bastonetes e metamielócitos) são mobilizados dentro da 
circulação. Contudo, não foi observado aumento significativo de linfócitos, monócitos 
ou eosinófilos, demonstrando que a mobilização induzida por G-CSF é seletiva para 
neutrófilos (Link, 2005). 
Em nosso estudo, fizemos inicialmente a escolha da dose ideal fazendo-se 
uma curva dose resposta com três diferentes (25, 50 e 100µg/kg) doses testadas em 
ratos machos e fêmeas. A hemocitometria foi realizada antes e 12h após dose única 
de G-CSF. Observamos que na contagem realizada antes (basal) da administração 
de G-CSF, o número de leucócitos foi maior em machos, embora essa diferença não 
tenha sido significativa. Após 12h o número de leucócitos totais aumentou 
significativamente nos animais tratados comparado aos animais controles, porém 
não houve diferença significativa entre as doses. Surpreendentemente, a contagem 
de leucócitos totais foi significativamente maior em machos tratados comparada a 
fêmeas. 
Em seguida, um novo protocolo foi proposto no qual avaliamos o curso 
temporal de ação do G-CSF. Foi estipulada a dose de 50µg por induzir uma resposta 
biológica máxima. A contagem leucocitária foi realizada antes (basal) 3, 6, 12 e 24h 
após dose única de G-CSF em machos e fêmeas. 
Ohdo et al, (1998) mostraram que a contagem basal de leucócitos variava de 
acordo com o ritmo circadiano, e que a resposta ao G-CSF também era dependente 
do ritmo circadiano. Os mecanismos envolvidos na influência do ritmo circadiano 
sobre a contagem basal de leucócitos podem estar associados com a ritmicidade da 
proliferação e diferenciação de células progenitoras da medula óssea, a mobilização 
de células maduras pré formadas da medula óssea e a destruição ou remoção 
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destas células. Neste estudo, a contagem basal de leucócitos realizada às 09:00h da 
manhã foi significativamente maior comparada a contagem realizada às 21:00h da 
noite. No mesmo estudo, a contagem de leucócitos realizada 24h após a injeção de 
G-CSF foi significativamente maior (50%) nos animais que receberam a droga às 
07:00 h da manhã comparada aos animais que receberam às 19:00. Culturas de 
medula óssea obtidas nos dois períodos do dia resultaram em diferentes números 
de colônias mielóides mesmo quando tratadas dentro das mesmas concentrações 
de G-CSF in vitro. A atividade formadora de colônias do G-CSF foi significativamente 
mais potente às 07:00 do que às 19:00 horas, sugerindo que a sensibilidade das 
células da medula óssea ao G-CSF varia de acordo com o período do dia. As 
concentrações plasmáticas de G-CSF foram significativamente maiores em 
camundongos que receberam a droga às 07:00 do que às 19:00 horas. Tanto a 
sensibilidade das células da medula óssea ao G-CSF como a taxa de clearance 
renal da droga durante o período ativo dos animais, podem ter contribuído para 
estas variações. Portanto, em nosso estudo a dose foi administrada sempre no 
mesmo horário, para evitar possíveis flutuações decorrentes do ritmo circadiano. 
Em nossos experimentos, a contagem basal de leucócitos sempre foi maior 
em machos, embora essa diferença não tenha sido significativa. Houve aumento da 
contagem de leucócitos 3h após a administração da droga em machos sugerindo um 
efeito mais precoce do G-CSF em machos do que em fêmeas. Com 6h houve 
aumento do número de leucócitos em ambos, machos e fêmeas, e a contagem 
leucocitária atingiu o pico com 12h tanto em machos quanto em fêmeas. Com 24h o 
número de leucócitos ainda estava alto em machos, porém em fêmeas já tinha 
retornado aos níveis basais. Portanto, estes dados sugerem uma diferença tanto no 
número de leucócitos totais como na cinética de ação da droga entre machos e 
fêmeas. 
O G-CSF regula a proliferação e diferenciação de populações de células 
progenitoras da medula óssea e também estimula a mobilização de neutrófilos 
maduros pré-formados da medula óssea. A elevação da contagem de leucócitos no 
período inicial de ação da droga reflete a mobilização de neutrófilos maduros pré 
formados. No entanto, a elevação da contagem de leucócitos no período tardio 
reflete a proliferação e a diferenciação de células progenitoras da medula óssea. 
Existem evidências de que o eixo CXCL12/CXCR4 pode ser interrompido 
durante a mobilização de neutrófilos por G-CSF. Estudos mostram que o tratamento 
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diário com G-CSF resulta na diminuição significativa da expressão de CXCL12 na 
medula óssea. Além disso, o G-CSF reduz a expressão de CXCR4 na superfície das 
células. Enquanto estes efeitos de G-CSF são considerados crônicos, estudos 
realizados em camundongos e humanos mostram que única injeção de G-CSF leva 
a um rápido aumento do número de neutrófilos circulantes. Esses resultados 
sugerem que G-CSF pode também inibir rapidamente a retenção do sinal liberado 
por CXCL12 agindo via CXCR4, enquanto estimula a mobilização aguda de 
neutrófilos da medula óssea. A administração diária de G-CSF, aumenta o número 
de neutrófilos na medula óssea e no sangue, sugerindo que G-CSF estimula tanto a 
produção quanto a liberação de neutrófilos (Furze & Rankin, 2008). 
Para avaliação dos efeitos a longo prazo do G-CSF, os animais receberam o 
tratamento diário durante sete dias. Após sete dias, o número de leucócitos em 
machos aumentou significativamente comparado com a contagem realizada no 
primeiro dia, porém em fêmeas não houve aumento significativo, sugerindo uma 
distinta cinética de produção e liberação do pool de células da medula óssea 
estimulada por G-CSF em machos e fêmeas. 
Para avaliar se as diferenças do G-CSF na mobilização de leucócitos em 
machos e fêmeas também ocorriam após injúria cardíaca, elaboramos o protocolo 
de infarto em ratos machos e fêmeas submetidos à ligadura coronariana para 
produção de infarto do miocárdio. Os animais receberam dose única de G-CSF trinta 
minutos após o procedimento cirúrgico, e após 12h, o sangue foi coletado através de 
punção cardíaca para a realização de hemograma com contagem automática de 
células. Doeing et al, (2003) mostraram que diferenças na contagem de leucócitos 
podem ser detectadas dependendo do tipo de técnica e da fonte sanguínea utilizada 
para a coleta. Neste estudo, a contagem basal de leucócitos do sangue coletado 
através da punção da veia safena ou da veia caudal de camundongos foi 
significativamente maior comparada com a contagem realizada no sangue coletado 
através da punção cardíaca, tanto em machos quanto em fêmeas. O estresse físico 
local aplicado durante a coleta do sangue através da veia safena pode causar a 
liberação de leucócitos dentro da circulação, alterando a concentração de leucócitos 
no sangue circulante. A resistência vascular e a estase sanguínea criada pela 
grande área de superfície no leito capilar podem ser responsáveis pela alta 
contagem de leucócitos no sangue coletado de locais periféricos. Diferentes tipos de 
anestésicos utilizados para a coleta de sangue através da punção cardíaca também 
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podem interferir na contagem de leucócitos (Diehl et al, 2001). Apesar disso, as 
diferentes fontes sanguíneas e técnicas utilizadas para a coleta neste estudo, não 
alteraram nossos resultados.  
Surpreendentemente, o resultado obtido através do hemograma foi similar ao 
encontrado através da hemocitometria, apesar dos diferentes locais de coleta das  
amostras e técnicas utilizadas. A resposta ao G-CSF não foi alterada após o infarto 
do miocárdio e a contagem de leucócitos totais também foi maior em machos 
comparada a fêmeas. Nos animais submetidos ao infarto ou a cirurgia fictícia 
(controles), a contagem de leucócitos também foi maior em machos. 
Sinha et al, (2006) mostraram que o estrogênio exerce um efeito 
antinflamatório, limitando a infiltração de neutrófilos e macrófagos através da 
depressão (downregulation) da expressão de várias citocinas e quimocinas.  O 
estrogênio também reduz a adesão de leucócitos (Santizo & Pelligrino, 1999). 
Estudos realizados com machos e fêmeas submetidos ao infarto do miocárdio 
corroboram, pelo menos em parte, com nossos resultados, os quais mostraram que 
a infiltração de neutrófilos no tecido cardíaco durante a fase aguda do infarto foi 
maior em machos comparada a fêmeas (Wuang et al, 2007). Recentemente, outro 
estudo confirmou o mesmo achado (Piro et al, 2010).  
Um estudo feito com ratas submetidas ao infarto do miocárdio mostrou que G-
CSF não exerceu nenhum efeito sobre a infiltração de células c-kit+ e leucócitos no 
miocárdio infartado (Cheng et al, 2008). 
Para avaliarmos possíveis influências hormonais nos resultados iniciais 
obtidos em nosso estudo, animais pré-púberes (machos e fêmeas) foram castrados 
e após um mês de castração receberam dose única de G-CSF. A contagem 
leucocitária foi avaliada antes, 3, 6, 12 e 24h após a droga. Houve aumento maior do 
número de leucócitos mobilizados em machos castrados em comparação com as 
fêmeas castradas 12h após o tratamento. Esses dados sugerem que a castração 
não interferiu na diferença de mobilização entre os sexos. No entanto, após a 
castração, o número de leucócitos diminuiu em ambos os sexos quando comparado 
ao grupo não castrado; embora esta diminuição não tenha sido significativa. No 
grupo não-castrado, o número de neutrófilos circulantes também foi maior em 
machos, porém após a castração, não houve diferença significativa entre machos e 
fêmeas. Este achado sugere uma possível influência hormonal nos níveis basais de 
leucócitos e mesmo na mobilização induzida pelo G-CSF. 
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Doeing et al,  (2003) mostraram que a contagem basal de leucócitos no 
sangue periférico foi similar em camundongos machos e fêmeas, porém na 
contagem diferencial, o número de neutrófilos em  fêmeas foi significativamente 
menor comparado a machos. Estes dados sugerem que hormônios sexuais exercem 
um efeito na regulação de leucócitos circulantes.  
Estudos mostram que hormônios esteróides femininos, 17  -estradiol e 
progesterona, podem modular a expressão de moléculas de adesão nos leucócitos 
sanguíneos periféricos humanos, enquanto afetam sua circulação e ativação 
(Chernyshov et al, 2002). Camundongos tratados com estradiol apresentam 
diminuição do número de neutrófilos que pode estar relacionado com a infiltração de 
neutrófilos dentro do útero (England & Bain, 1976). Outros estudos têm indicado a 
influência do estado reprodutivo (ciclo estral) nas concentrações e funções dos 
neutrófilos (Subandrio et al, 2000). 
Shevde & Pike, (1996) mostraram que a perda da função ovariana em ratas 
ovariectomizadas causou aumento do número de CFU-GM (unidades formadoras de 
colônias de granulócitos-macrófagos) e células tronco/progenitoras mais primitivas, e 
que a administração de 17  -estradiol em ratas ovariectomizadas bloqueou o 
aumento tanto de CFU-GM quanto de progenitores mielóides primitivos. 
A conseqüência da ação do estrogênio nas células tronco hematopoiéticas 
primitivas pode se estender além da osteoclastogênese. O efeito supressor do 
estrogênio nas células tronco mielóides multipotentes sugere a probabilidade de que 
várias linhagens hematopoiéticas podem ser afetadas, incluindo as que produzem 
eritrócitos, plaquetas, monócitos e neutrófilos. Existem evidências de que o 
estrogênio representa um amplo papel na hematopoiese, e que o papel desse 
hormônio não é restrito exclusivamente a ontogênese dos osteoclastos. Estudos 
mostram que o tratamento com estrogênio induziu anemia, neutropenia e 
trombocitopenia em cães e aumentou a eritropoiese e megacariocitopoiese em 
camundongos.  
Perry et al, (2000) mostraram que a administração de alta dose de estrogênio 
causou um rápido declínio do número de leucócitos dentro da medula óssea de 
camundongos.  Outro estudo relatou que a administração de doses fisiológicas de 
estrogênio inibiu várias linhagens hematopoiéticas em ratas ovariectomizadas 
(Erben et al, 1998). Outro estudo mostrou que a administração de alta dose de 
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estrogênio reduziu o número de células linfóides e granulocíticas duas semanas 
após o tratamento (Gaunt & Pierce, 1985). 
Rosenblun et al, (1974) mostraram que diferenças sexuais podem afetar a 
formação de colônias mielocíticas in vivo e in vitro, sugerindo uma influência 
inibitória de estrógenos e um efeito estimulatório de andrógenos. O tratamento com 
estradiol em camundongos irradiados reduziu o número de colônias mielocíticas no 
baço, e o tratamento com estradiol de doadores de medula óssea reduziu a sua 
capacidade de formar colônias mielocíticas após o transplante. 
Hormônios sexuais, incluindo andrógenos e estrógenos, têm sido implicados 
diretamente na regulação funcional da célula hematopoiética (Notta et al, 2010). 
Ray et al, (2008) mostraram a influência de diferenças sexuais sobre as 
concentrações de células progenitoras hematopoiéticas em amostras de sangue 
coletadas no cordão umbilical. Em meninos as concentrações de células CD34+ 
foram significativamente maiores do que em meninas. Essa diferença também foi 
observada em humanos adultos. Homens têm maior número de células formadoras 
de colônias, colônias eritroblásticas e macrófago-granulocíticas no sangue periférico 
comparado a mulheres. 
Esses estudos mostram claramente a influência de hormônios sexuais sobre 
a hematopoiese, em diferentes espécies, modulando a expressão de moléculas de 
adesão, citocinas e quimocinas. Contudo, o papel dos hormônios sexuais sobre a 
linhagem granulocítica e a sua relação com outros fatores estimulantes de colônias, 
especificamente o G-CSF, não são claros. Em nosso estudo, não foi estabelecida 
nenhuma correlação entre hormônios sexuais endógenos e as diferenças 
encontradas após a administração de G-CSF, visto que a castração dos animais não 
modificou os resultados obtidos, embora tenha reduzido o número de neutrófilos 
circulantes. Futuros estudos são necessários para elucidar os mecanismos pelos 
quais G-CSF age sobre o número de células da linhagem granulocítica em machos e 
fêmeas, e se realmente existe alguma influência hormonal ou se a diferença 
encontrada reflete apenas um efeito constitutivo. 
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6. CONCLUSÃO 
 
De acordo com as informações obtidas em nosso estudo, podemos concluir que o 
tratamento com G-CSF: 
 
 Induziu maior mobilização de leucócitos periféricos em ratos machos 
comparada a fêmeas, tanto após dose única quanto após doses sucessivas; 
 
 Induziu maior mobilização de leucócitos em machos após o infarto do 
miocárdio; 
 
 Estimulou maior número de neutrófilos circulantes em machos; 
 
 A castração não aboliu a diferença entre machos e fêmeas, visto que a 
mobilização de leucócitos após a castração também foi maior em machos, 
confirmando um dimorfismo sexual em resposta ao G-CSF. 
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